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(57) Zusammenfassnng 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Bindungsreagens, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es eine erste Bindungskomponente fOr 
cin Zell-ObcrflachenprDtcin und cine rwcilc Bindungskomponente fftr ein kostimulatorisch wirkcndes MolekOl einer Effektorrelle aufwdst 
Feraer betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung des Bindungsreagens sowie eine das Bindungsreagens enthaltende Vakzme. 
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Bindungsreagens fur Zell-Oberflachenprotein und Effektorzelle 

10 

Die Erfindung betrifft ein Bindungsreagens, ein Verfahren zu seiner Herstellung und 
eine das Bindungsreagens enthaltende Vakzine. 

1 5 Es ist bekannt, daB bei aktiver Immunisierung die verwendeten Zellen oftmals nur 
eine schwache oder gar keine Immunogenitat zeigen. Dies findet sich insbesonde- 
re, wenn Tumorzellen verwendet werden. 



Versuche warden unternommen, die Immunogenitat von Zellen zu steigern. Viel- 
20 fach fuhrten solche Versuche, wie bei der Verwendung von durch Newcastle 
Disease Virus (nachstehend mit NDV bezeichnet) erhaltenen Onkolysaten, nicht zu 
befriedigenden Ergebnissen. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem 
25 die Immunogenitat von Zellen gesteigert werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch Bereitstellung eines Bindungsreagens erreicht, 
das sich dadurch auszeichnet, daB es eine erste Bindungskomponente fiir ein Zell- 
Oberflachenprotein und eine zweite Bindungskomponente fur ein kostimulatorisch 
30 wirkendes Molekul einer Effektorzelle aufweist. 



If 



Der Ausdruck "erste Bindungskomponente" umf aBt jegliche Verbindung, die iner- 
seits an ein Zell-Oberflachenprotein und andererseits an eine zweite Bindungskom- 
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ponente binden kann. Die Bindung kann direkt oder indirekt sein. Vorzugsweise ist 
die Verbindung ein Antikorper oder ein eine Bindungsdomane aufweisender Teil 
davon. Gunstigerweise Ist ein solcher Teil ein Fab'-. (Fab'lj-, Fv- oder (FJj-Frag- 
ment. Als besonders gunstig hat sich das F,-Fragment eines Anti-Hamaglutinin- 
5 Neuraminidase-Antikorpers erwiesen. 

Der Ausdruck "Zell-Oberflachenprotein" umfaBt jegliches Molekul, das auf einer 
Zelloberflache vorliegen kann. Ein solches kann z.B. ein Peptid oder Protein sein, 
das von der Zelie selbst, von einem Virus in der Zelle oder von der Expression einer 

10 in die Zelie eingefuhrten DNA stammt. Vorzugsweise ist das "Zell-Oberflachen- 
protein" ein Virusprotein, wie das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekul von NDV, 
das Hamaglutinin-Molekul von Influenza Virus oder das Hullprotein von HTLV-I 
bzw. HIV, ein Wachstumsfaktor-Rezeptor, ein Onkogen-Produkt, wie v-Erb B2, ein 
Adhasionsmolekiil, ein Antikorper, wie ein gegen Hapten 2-phenyloxazol-5-on 

1 5 gerichteter Antikorper, oder Streptavidin (Avidin) bzw. ein Teil davon. Als beson- 
ders gunstig hat es sich erwiesen, wenn das Zell-Oberflachenprotein ein Virus- 
protein von NDV ist, wobei insbesondere das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekiil 
von NDV zu erwahnen ist. 

20 Der Ausdruck "zweite Bindungskomponente" umfaSt jegliche Verbindung, die 
einerseits an eine erste Bindungskor^1ponente und andererseits an ein kostimulato- 
risch wirkendes Molekul einer Effektorzejle binden kann. Die Bindung kann direkt 
Oder indirekt sein. Vorzugsweise ist die Verbindung ein Antikorper oder ein eine 
Bindungsdomane aufweisender Teil davon. Gunstigerweise ist ein solcher Teil ein 

25 Fab'-, (Fab'lj-, F,- oder (F^)2-Fragment. Als besonders gunstig hat sich das F^- 
Fragment eines Anti-CD 1 9-, Anti-CD20-. Anti-CD22- bzw. Anti-CD-28-Antikorpers 
erwiesen. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die vorstehende 
Verbindung ein B7 Protein oder ein Teil davon (vgl. Nature 366 (1993), 76; 
Science 262 (1 993), 909"). Als besonders gunstig hat es sich erwiesen. wenn ein 

30 solcher Teil nicht die Membran-gebundene Domane umfaBt. Des weiteren Ist es 
vorteilhaft, wenn die Verbindung ein Lymphokin, Interferon oder Interleukin ist. 
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Der Ausdruck "Effektorzelle" umfaBt jegliche an einer Immunreaktion beteiligte 
Zelle, Vorzugsweise handelt es sich um eine T-Zelle. 

Der Ausdruck "kostimulatorisch wirkendes Molekul" umfaSt jegliches Molekul einer 
Effektorzelle, das durch Bindung oder in sonstiger Weise veranlaSt werden kann, 
die Effektorzelle zu stimulieren, Ein solches Molekul kann z.B. ein Rezeptor sein. Im 
Falle einer T-Zelle bieten sich insbesondere die Rezeptoren CD2-, CD3-, CD 19-, 
CD20-, CD22-, CD26-, CD28- und CTLA-4 sowie HSA (Heat Stable Antigen) als 
gCinstig fur die Erfindung an. Der Rezeptor CD28 ist dabei besonders zu betonen. 

In einenn vorstehenden Bindungsreagens konnen die beiden Bindungskomponenten 
direkt oder indirekt miteinander verbunden sein. In letzerem Fall kann dies uber 
einen Komplex, z.B. aus Streptavidin (Avidin) und Biotin bzw. S-Protein und S- 
Peptid der pankreatischen Ribonuklease A bewirkt werden. Hierzu weist eine der 
beiden Bindungskomponenten Streptavidin (Avidin) bzw. S-Protein oder einen Teil 
davon und die andere Bindungskomponente Biotin bzw. S-Peptid oder einen Teil 
davon auf. Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, die Bestandteile der einzelnen 
Komplexe an die Bindungskomponenten zu koppein und diese zur Ausbildung der 
Komplexe miteinander umzusetzen. Bindungsreagentien, in denen die Bindungs- 
komponenten indirekt miteinander verbunden sind, werden bevorzugt. 

Weiterhin werden Bindungsreagentien bevorzugt, in denen eine oder beide Bin- 
dungskomponenten Gruppen enthalten, die sich zur Ausbildung intermolekularer 
Disulfidbrucken, d.h. von Disulfidbrucken zwischen Bindungskomponenten ver- 
schiedener Bindungsreagentien, eignen. Damit konnen z.B. Bindungsreagentien, die 
unterschiedliche, kostimulatorisch vyirkende Molekule binden, gekoppelt an ein 
einzelnes Zell-Oberflachenprotein gebunden werden. Dies erweist sich in vielen 
Fallen als besonders gunstig, die Immunogenitat von Zellen zu steigern. 

Vorstehende Bindungsreagentien konnen nach ubiichen Verfahren hergestellt 
werden. Gunstig ist ein Verfahren, das folgende Schritte umfaSt: 
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(a) Insertion einer eine rste Bindungskomponente codierenden DNA in einen 
Expressionsvelctor, Expression der DNA, isolierung des Expressionsprodukts 
und seine Reinigung, 

(b) insertion einer eine zweite Bindungskomponente codierenden DNA in einen 
Expressionsvektor, Expression der DNA, Isolierung des Expressionsprodukts 
und seine Reinigung, 

(c) Kopplung des Expressionsprodukts von (a) mit jenem von (b) in ubiicher 
Weise. 

In den Verfahrensschritten (a) und (b) werden eine erste Bindungskomponente 
bzw. eine zweite Bindungskomponente durch Qbliche DNA-Rekombinationstechni- 
ken hergestellt. Dem Fachmann sind Systeme bekannt, die zur Expression der 
einzelnen Bindungskomponenten verwendet werden konnen. Er kennt Vektoren, 
Expressions-Kontrollelemente und Zellen, die hierfur herangezogen werden konnen. 
Als gunstig hat es sich erwiesen, beide Bindungskomponenten als F,- Fragmente 
von Antikorpern bereitzustellen. Beispielhaft wird auf die Herstellung des F«-Frag- 
ments eines Anti-Hamaglutlnin-Neuraminidase-Antikorpers und des F,-Fragments 
eines Anti-CD28-Antik6rpers hingewiesen. Hierzu werden die Expressionsplasmide 
pOPEBI-aHN bzw. pOPE51-aCD28 konstruiert ( vgi. nachstehendes Beispiel 1). 

Die Expressionsplasmide pOPE51-ffHN und pOPE51-aCD28 gehoren zur vorliegen- 
den Erfindung. 



Desweiteren sind dem Fachmann Verfahren bekannt, die erhaltenen Bindungskom- 
ponenten zu reinigen. Beispielhaft wird auf die Reinigung des F^-aHN-Fragments 
und des F^-aCD28-Fragments in nachstehendem Beispiel 2 verwiesen. 

Im Verfahrensschritt (c) wird die Bindungskomponente von (a) mIt jener von (b) 
gekoppelt. Dem Fachmann sind hierfur verw ndbare Verfahren bekannt. Er kennt 
solche zur direkten wie auch indirekten Kopplung, z.B. Ober einen Streptavidin 
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(Avidinl/Biotin- Oder S-Protein/S-Peptid-Komplex. Beispielhaft wird auf die Kopp- 
lung des F,-crHN-Fragments mit dem F,-aCD28-Fragment in nachstehendem Bel- 
spiel 3 verwiesen. 

5 Ein weiteres Verfahren hat sich als gunstig erwiesen, urn ein vorstehendes Bin- 
dungsreagens, z.B. eines, dessen Bindungskomponenten F^-Fragmente unter- 
schiedlicher Spezifitaten (Spezifitat A; Spezifitat B) sind, herzustellen. In diesem 
Verfahren werden die F^-Fragmente durch Kombination ihrer jeweiligen, zT. 
^ einzein exprimierten Vh- und Vl- Domanen hergestellt Hierzu werden in die Doma- 
10 nen Gruppen, die sich zur Ausbildung von DisulfidbrCicken eignen, z.B. Cysteine, 
derart eingefuhrt, daB uberwiegend Vh- und V^-Domanen einer Spezifitat mitein- 
ander kombinieren. 



Inn einzelnen werden zwei nniteinander kompatible Expressionsplasmide verwendet, 
mit denen gleichzeitig in einem Wirt, z.B. E.coli, folgende Konstrukte exprimiert 
werden konnen: 

eine V„-Donnane eines Antikorpers der Spezifitat A, verbunden Ober einen 
Peptid-Linker von z.B. 1 8 Aminosauren mit der VL-Domane eines Antikorpers 
der Spezifitat B; 

(b) eine freie Vn-Domane eines Antikorpers der Spezifitat B; und 

(c) eine freie V^-Domane eines Antikorpers der Spezifitat A. 

25 

Es werden Kombinationen aus Vh- und VL-Domanen erhalten. Durch die Ausbildung 
von Disulfidbrticken sind dies uberwiegend Kombinationen der Domane Vh und V^ 
der Spezifitat A und solche der Domane Vh und V^ der Spezifitat B (vgl. Fig. 3). 

30 ErfindungsgemaB wird auch eine Vakzine mit inaktivierten Zeilen bereitgesteilt, die 
sich dadurch auszeichnet, daB ein oder mehrere Bindungsreagentien an ein Zell- 
Oberflach nprotein gebunden sind. Eine solche Vakzine weist vorzugsweise 



(a) 

20 
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Tumorzellen auf. Diese konnen aus durch Operation entfernten Tumoren oder aus 
einer etablierten Zellinie stammen. 



Die (Tumor)Zellen konnen Virus-modifiziert sein. Auch konnen durch Virus erhalte- 
ne Lysate von (Tumor)Zellen vorliegen. Vorteilhafterweise wird NDV aus Virus 
verwendet. Als gunstig hat es sich erwiesen, wenn das oder die Bindungsreagen- 
tien gegen ein Virusprotein von NDV, insbesondere dem Hamaglutinin-Neuramini- 
dase-MolekuI, gerichtet sind. Beispielhaft wird auf die Herstellung der Tumorvakzi- 
ne von nachstehendem Beispiel 4 verwiesen. 

Die (Tumor)Zelien konnen auch durch Expression einer in sie eingefuhrten, z.B. fur 
Streptavidin (Avidin) oder einen Antikorper. wie einen gegen das Hapten 2-pheny- 
loxazol-5-on gerichteten Antikorper, codierenden DNA modifiziert sein. Als gunstig 
hat sich erwiesen, wenn bei Streptavidin (Avidin) das oder die Bindungsreagentien 
biotinyliert sind, wahrend bei dem Antikorper diese das Hapten 2-pheny!oxazol-5- 
on enthaiten. 

Mit den erfindungsgemaBen, an (Tumor)Zellen anzubringenden Bindungsreagentien 
ist es moglich, Signale auf kostimulatorisch wirkende Molekule. z.B. Rezeptoren, 
von Effektorzelien zu ubertragen. Sonnit empfangen Effektorzellen nicht nur das 
durch ein Antigen von (Tumor)Zellen vermittelte Signal, sondern werden ferner 
kostimuliert. Die erfindungsgemaBen Bindungsreagentien eignen sich daher be- 
stens, die Immunogenitat von Zellen, insbesondere Tumorzellen, zu steigern. Sie 
stellen eine groBe Verbesserung fur die aktive Immunisierung dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung des Expressionsplasmids pOPE51-£7HN. 



Ap": Ampiciliinresistenz-kodierendesGen; bprBasenpaare, c-myc: Sequenz, die fur 
ein Epitop codiert, das durch mAk 9E10 rkannt wird; Cys: Nukleotide, die fiir 
einen einzelnen Cysteinrest codieren; (Hisjg: Sequenz, die fur funf C-terminale 
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Histidinreste codiert; IG: "intergenic" Region des Phagens f1, leader: Signalpep- 
tidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (pelB leader); linker: Sequenz, die fur 
|Gly4Ser)3 codiert, die Vh und V., verbindet; ori: Startpunkt der DNA-Replikation fur 
ColEI ;P/0: lac Operon Promotor/Operator; Vh und variable Region der schwe- 
5 ren bzw. leichten Kette des Anti-HN-Antikorpers. 

Fig. 2 zeigt eine schennatische Darstellung des Expressionsplasmlds pOPE51- 
aCD28. 

10 Ap^• Fur das Ampicillinrestistenz-codierendes Gen; bpiBasenpaare; c-myc: Se- 
quenz, die fur ein Epitop codiert, das durch mAk 9E1 0 erkannt wird; Cys: Nukleoti- 
de, die fur einen einzelnen Cysteinrest codieren; (Hislg: Sequenz, die fur fiinf C- 
terminale Histidinreste kodiert; IG: ^'intergenic" Region des Phagens f1; leader: 
Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (pelB leader); linker: Sequenz, die 

15 fur |Gly4Ser)3 codiert, die Vh und Vl verbindet; ori: Standpunkt der DNA-Replica- 
tion fiir CoLEI ; P/0, lac Operon Promotor/Operator; V und Vl: variable Region der 
schweren bzw. leichten Kette des Anti-oCD28-Antik6rpers. 

Fig. 3 zeigt eine schematische Darstellung eines erfindungsgemalSen Bindungs- 
20 reagens. 

anti HN: anti-HN-Antikorper; anti CD28: anti-CD28-Antik6rper; S = S: Disulfid- 
brucke. 

25 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 



30 
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Konstruktion der Expressionsplasmide 
pOPE51-oHIM und pOPE51-aCD28 
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(A) Konstruktion von pOPE51-aHN 

AIs Ausgangsmaterial wurde der Vektor pOPE40 verwendet (vgl. Dubel et al„ 
Gene 128 (1993), 97). Dieser enthalt eine DNA, die fur das F^-Fragment (Vh + V^) 
eines Anti-Lysozym-Antikorpers codiert. Die DNA ftir Vh ist mit jener fur uber 
einen Linker verbunden. Der DNA vorstehenden Fragments schlieBt sich in 3'- 
Richtung eine DNA an, die fur ein Epitop des monoklonalen Antikorpers 9E10 auf 
dem myc Genprodukt codiert. 

Zur Herstellung von pOPE51-ffHN wurde am 3'Ende vorstehender myc DNA von 
pOPE40 die DNA-Sequenz TGC ATA CAT CAC CAT CAT CAT eingefugt. Mit 
dieser fur die Aminosaure-Sequenz Cys lie His His His His His codierenden DNA 
wurde das Codon fur die Aminosaure Asn am 3'-Ende der myc DNA ersetzt. Ferner 
wurden im Linker zwischen und die Restriktionsstellen BssHII und EcoRI 
entfernt, Daruber hinaus wurden in den Vektoranteil drei Restriktionsstellen, 
namlich Ncol(nt. 76-81), Mini (nt. 579-584) und NotI (nt. 910-917), eingefugt. Es 
wurde das Expressionsplasmid pOPE51-aLys erhalten. 

In diesem Expressionsplasmid wurde schlieSlich die DNA vorstehenden F^-Frag- 
ments |VH:PvuII-HindllI-Fragment; VLrEcoRV-BamHI-Fragment) durch jene ftir das 
Fy-Fragment (VHrPvuII-Hindlll-Fragment; VL:Eco-RV-BamHI-Fragment) eines Anti- 
Hamaglutinin-Neuraminidase-Antikorpers ersetzt. Die DNA letzteren Fragments 
wird nachstehend mit F^-aHN-DNA bezeichnet. Die DNA fiir \/„ und dieses 
Fragments wurde aus der cDNA einer Hybridomzellinie mittels ubiicher PCR-Tech- 
nik erhalten (vgl. lorio, R.M. et a!., J. gen. Virol. 67 (1986), 1393). 

Es wurde das Expressionsplasmid pOPE51-aHN (vg. Fig. 1) erhalten. 
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(B) Konstruktion von pOPE51-cfCD28 
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Die Konstruktion von pOPE51-flrCD28 wurde ausgehend von pOPE51-aLys, wie 
unter (A) fur pOPE51-aHN beschrieben, durchgefiihrt. Die DNA, welche fur das F^- 
Fragment (Vh + VJ eines Anti-CD28-Antik6rpers codiert, wurde aus der cDNA einer 
Hybridomzellinie mittels ubiicher PCR-Technik erhalten (vgl. van Lier, R. et al. in 
Leucocyte Typing IV, Oxford University Press (1989), 353). Die DNA dieses 
Fragments wird nachstehend mit F^-aCD28-DNA bezeichnet. 

Das erhaltene Expressionsplasmid pOPE51-GrCD28 ist in Fig. 2 gezeigt. 

Beispiel 2: Expression der F^-oHN- und F,-oCD28-DNA sowie Reinigung 

der Expressionsprodukte {F^-aHN- und F^-aCD28-Fragmente) 

(A) Expression der F^-aHN-DNA und Reinigung des Expresslonsprodukts (F^- 
0HN-Fragnnent) 

E.coli JM109-Zellen wurden in ubiicher Weise mit dem Expressionsplasmid 
pOPE51-ffHN transformiert und in 2 I LB-Medium bei 30«»C bis zu einer ODeoo von 
0,7 kultiviert. Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG) wurde bis zu einer Endkonzen- 
tration von lOfjm zugegeben. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur 3 h inkubiert 
und anschlieBend durch Zentrifugation (4 500 g, 4°C, 15 min) gesammelt. Die 
Zellen wurden in 1/50 des ursprunglichen Volumens in 0,1 M Natriumacetat, pH 
5,5, 10 mM EDTA, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) bei 0** suspendiert. 
Lysozym wurde bis zu einer Endkonzentration von Img/ml zugegeben, Nach 30- 
minutiger Inkubation auf Eis unter schwachem Schuttein wurden losliche Zell- 
plasmaproteine durch Zentrifugation (30 000 g, 4**C, 30 min) entfernt. Die Zell- 
pellets wurden in 1/40 des ursprunglichen Volumens in 30 mM Natriumphosphat, 
0,3 M NaCI, ImM PMSF, pH 7,0 resuspendiert und durch Beschallung lysiert. 
AnschlieBend wurde zentrifugiert (30 000 g, 30 min, 4°C), wodurch losliche 
Cytoplasmaprotein ntfernt wurden. Die P llets wurden in dem gleichen Volumen 
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in 3 M Harnstoff, 25mM Tris-HCI, 10 mM EDTA. pH 7,0 suspendiert und die losli- 
chen Proteine durch Zentrifugation, wie vorstehend beschrieben, entfernt. Ein- 
schluBkorper wurden in 1/40 des urspriinglichen Volumens in 6 M GuHCI, 0,1 M 
Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,0 resuspendiert. Das Gemisch wurde erneut zen- 
trifugiert {30 000 g, 30 min, 4"»C) und der Oberstand gegen 6 M Harnstoff, 25 
nnM Tris-HCI, pH 7,0 dialysiert. Imidazol wurde bis zu einer Endkonzentration von 
30 mM zugegeben. Die Proteinlosung wurde auf eine Chelating Sepharose Fast 
Fiow-Saule gegeben, die mit NiClj beladen und mit 6 M Harnstoff, 25 mM Tris-HCI 
und 50 mM Imidazol, pH 7,0 aquilibiriert worden war. Die Saule wurde mit dem 
funffachen Saulenvolumen an 6 M Harnstoff, 25 mM Tris-HCI, 50 mM Imidazol, 
pH 7,0 gewaschen. Gebundene F^-aHN-Fragmente wurden mit dem 1,5-fachen 
Saulenvolumen an 6 M Harnstoff, 25 mM Tris-HCI, 250 mM Imidazol, pH 7,0 
eluiert. AnschlieBend wurde eine IMAC bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Das 
eluierte Protein wurde bei A°C gegen 0,4 M L-Arginin-HCI, 0,1 M Tris-HCI, 5 mM 
EDTA, pH 7,0 dialysiert, anschlieliend unter Verwendung permeabler Collodion- 
Beutel (Ruckhaltevermogen: 1 2.4 kDa) konzentriert und dann auf eine Superdex 
75 HL26/60-Saule aufgetragen, die mit 0.4 M L-Arginin-HCI, 0.1 M Tris-HCI, 5 
mM EDTA, pH 7,0 aquilibriert worden war. Eine GroBenausschluBchromatographie 
wurde unter Bedingungen. wie von Kurucz et a!., PNAS USA, 90 (1993), 3830 
beschrieben, durchgefuhrt. Zur Kalibrierung der Saule wurde ein Gelfiltrations- 
kalibrierungskit aus Ribonuklease A (13,7 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa), 
Ovalbumin (43 kDa) und Rinderserumalbumin (67 kDa) verwendet. Die eluierten 
Fraktionen mit dem F^-oHN-Fragment wurden gesammelt und gegen PBS (15 mM 
Natrlumphosphat, 0,15 m NaCI, pH 7,0) dialysiert. Die Proteinkonzentrationen 
wurden in (iblicher Weise bestimmt. 



(B) Expression der F.-0CD28-DNA und Reinigung des Expressionsprodukts 
{F,-oCD28-Fragment) 

Die Expression der F^-aCD28-DNA und die Reinigung des F^-oCD28-Fragments 
erfolgten, wie unter (A) fur F^-oHN-DNA (Fragment) beschrieben. 
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Beispiel 3: Kopplung des F,-oHN-Fragments mit dem F^-aCD28-Fragment 

10 mg des F,-aHN-Fragments (1 mg/ml) von Beispiel 2(A) wurden mit einem 100- 
fachen UberschuB der bifunktionellen Sulfhydryl-Verbindung Bismaleimidohexan 
(BMH; 1 mM) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden Reste 
der Sulfhydryl-Verbindung durch Dialyse gegen PBS entfernt. Danach wurde das 
F,-aCD28-Fragment von Beispiel 2 IB) in aquimolarer Menge zugegeben. Das 
Gemisch wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch das erfindungs- 
gemaBe Bindungsreagens F^-crHN/F^-flrCD28 erhalten wurde. 



Beispiel 4: Herstellung einer Tumorvakzine 

Von frisch operiertem Tumorgewebe wurden Fett und Bindegewebe in ubiicher 
Weise entfernt. Das Tumorgeyvebe wurde In kleine Stucke geschnitten und mit 40 
ml eines Enzym-Cocktails (Collagenase 0,32 mg/ml, DN-ase 0,535 mg/ml und 
Hyaluronidase 0,535 mg/ml in HBSS) 1 h bei 37°C unter Ruhren inkubiert. Die 
erhaltene Zellsuspension wurde uber ein gebrauchliches Nylon-Netz abgegossen. 
Bei "sehr harten" Tumoren wurden Gewebereste ein zweitesmal mit vorstehendem 
Enzym-Cocktail (40 ml) inkubiert und filtriert. Alle Suspensionen wurden vereinigt, 
mit HBSS auf 50 ml auf gef iillt und 1 5 min bei 1 200 U/min zentrif ugiert. Der 
Oberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml vorstehender DN-ase-L6sung 
resuspendiert und 10 min bei 37*»C inkubiert. Die Suspension wurde auf 50 ml 
HBSS aufgefullt und 10 min bei 1300 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 
ml HBSS resuspendiert und die Zellen wurden in einer Neubauer-Zellkammer mit 
Trypan-Blau gezahlt. 

Bei Vorliegen von mehr als 6x10^ lebenden Tumorzellen und einem Anteil von 
Nicht-Tumorzellen (Lymphozyten und Monozyten) von mehr als 50 % der Gesamt- 
zellen wurde ein wetterer Separationsschritt zur Entfernung der Lymphozyten und 
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Monozyten durchgefuhrt. Je 100/;! Dynabeads Anti-CD2 (Pan-T), Anti-CD 1 9 (Pan- 
B) und Anti-CD 14 (Pan-Monocyten) wurden in Rohrchen gegeben und dreimal mit 
je 7 ml gekuhltem HBSS/HSA gewaschen. Diesen Rohrchen wurden in 2 ml kaltem 
HBSS/HSA resuspendierte Zellen zugegeben und die Rohrchen wurden 30 min auf 
Eis inkubiert. Magnetbeads wurden mit einem Magnet entfernt und die Zellsuspen- 
sion wurde abgesaugt, in Rohrchen mit 50 ml HBSS aufgefullt und 10 min bei 
1 300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 50 ml 
HBSS resuspendiert und anschliefiend 10 min bei 1300 U/min zentrifugiert. 

Das erhaltene Zellpellet wurde in HBSS resuspendiert, wobei 1x10' Zellen in 0,5 
ml HBSS aufgenommen wurden. Von der erhaltenen Zellsuspension wurden ca. 
0,5 ml in vorbereitete Einfrierrohrchen gegeben. Diesen wurden ca. 0,5 ml Zwei- 
fach-Einfriermedium auf Eis zugegeben, bevor die Einfrierrohrchen bei -yO^C uber 
Nacht gelagert und dann in flussigem Stickstoff aufbewahrt wurden. 

50//I vorstehender, nicht mit Einfriermedium versehener Zellsuspension wurden fur 
Cytospin-Praparate auf Eis gestellt und mit PBS in einer Verdunnungsreihe jeweils 
1:1 verdunnt. 6 Eppendorf-HOtchen mit je 50//I PBS/BSA wurden jeweils 50pl 
vorstehender Verdunnungsreihe zugegeben und die Hutchen wurden in eine 
Cytospin-Apparatur eingefiihrt. Nach S-miniitiger Zentrif ugation bei 1 000 U/min 
wurden die Objekttrager 1 min mit 100 % Methanol an der Luft fixiert. Anschlie- 
Bend erfolgte eine Farbung nach dem bekannten Verfahren von Pappenheim. Dann 
wurden lichtmikroskopisch die Zellen auf ihren Gehalt an Tumorzellen untersucht. 
Bei einem Gehalt von weniger als 50 % Tumorzellen wurde vorstehende Zell- 
suspension nicht als Vakzine verwendet. 

Bei einem Gehalt von mehr als 50 % Tumorzellen wurde vorstehende Zellsuspen- 
sion bei 37 °C aufgetaut, in ein Rohrchen uberfCihrt und auf 14 ml mit PBS aufge- 
fullt. Nach lOminutiger Zentrifugation bei 1300 U/min wurde der Uberstand 
verworfen. Das Pellet wurde in 100//I PBS resuspendiert, in Einfrierrohrchen 
uberfuhrt und mit 30 ml NDS- Suspension (Konzentration 1000 HAU/ml) versetzt. 
Es folgte eine SOminutige Inkubation bei 37°C, wobei nach 15 min leicht aufge- 
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schuttelt wurde. Nach der Inkubation wurde sorgfaltig gewaschen, ehe ein Aliquot 
von Tumorzellen (5x10^ vitale Tumorzellen) mit ca. 5pg Protein des erfmdungs- 
gemaBen Bindungsreagens von Beispiel 3 30 min be! 37 °C inkubiert wurde. 
Danach wurde die Zell-Suspension nnit 200 Gy bestrahlt. Die Zell-Suspension 
wurde bis zur Injektion auf Els gelagert, dann in eine Spritze aufgezogen und mit 
einer 0,9x40 ml Kanule intradermal injiziert. 
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Patentanspriiche 

5 1 . Bindungsreagens, dadurch gekennzeichnet, da& es eine erste Bindungskom- 
ponente fur ein Zell-Oberflachenprotein und eine zweite Bindungskomponen- 
te fiir ein kostimulatorisch wirkendes Molekul einer Effektorzelle aufweist. 

2. Bindungsreagens nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dali die erste 
10 Bindungskomponente ein Antikorper oder ein eine Bindungsdomane auf- 

weisender Teil davon ist. 

3. Bindungsreagens nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil 
des Antikorpers ein Fab'-, (Fab'jj-, F^- oder {Fv)2-Fragment ist. 



15 



20 



4. Bindungsreagens nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dais das Zell-Oberflachenprotein ein Virusprotein, ein Wachstumsfaktor- 
Rezeptor, ein Onkogen-Produkt, ein Adhasionsmolekul, Streptavidin (Avi- 
din) Oder ein Antikorper ist. 

5. Bindungsreagens nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Virusprotein das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekuldes Newcastle Disea- 
se Virus ist. 



25 6. Bindungsreagens nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Anti- 
korper gegen Hapten 2-phenyloxazol-5-on gerichtet ist. 

7. Bindungsreagens nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die zweite Bindungskomponente ein Antikorper oder ein eine Bin- 
30 dungsdomane aufweisender Tell davon ist. 



8. 



Bindungsreagens nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS der Teil 
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des Antikorpers ein Fab'-, (Fab'lj-, F^- oder (FJj-Fragment ist. 

9. Bindungsreagens nach einem der AnsprCiche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, dais die zweite Bindungskomponente ein B7 Protein oder ein Tell davon 
ist. 

10. Bindungsreagens nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da& der Teil 
von B7 nicht die Membran-gebundene Domane umfaBt. 

11. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 1 0, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Effektorzelle eine T-Zelle ist. 

12. Bindungsreagens nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das 
kostimulatorisch wirkende Molekul ein CD2-, CD3-, CD19-, CD20-, CD22-, 
CD26-, CD28-, oder CTLA-4-Rezeptor oder HSA ist. 

13. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Bindungskomponenten iiber einen Komplex miteinander 
verbunden sind. 

14. Bindungsreagens nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Komplex aus Streptavidin (Avidin) und Biotin besteht. 

15. Bindungsreagens nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Komplex aus S-Protein und S-Peptid besteht. 

1 6. Verfahren zur Herstellung eines Bindungsreagens nach Anspruch 1 , um- 
fassend die foigenden Schritte: 

(a) insertion einer eine erste Bindungskomponente codierenden DNA in 
einen Expressionsvektor, Expression der DNA, Isoli rung des Expres- 
sionsprodukts und seine Reinigung, 
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(b) Insertion einer eine zweite Bindungskomponente codierenden DNA in 
einen Expressionsvektor, Expression der DNA, Isolierung des Expres- 
sionsprodukts und seine Reinigung, und 

(c) Kopplung des Expressionsprodukts von (a) mit jenem von (b) in ubii- 
cher Weise 

Expressionsplasmid, dadurch gekennzeichnet, daS es eine eine erste Bin- 
dungskomponente des Bindungsreagens nach Anspruch 1 codierende DNA 
in einer Expressionseinheit enthalt, 

Expressionsplasmid nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, daB es 
jenes von Fig. 1 ist. 

Expressionsplasmid, dadurch gekennzeichnet, da(S es eine eine zweite 
Bindungskomponente des Bindungsreagens nach Anspruch 1 codierende 
DNA in einer Expressionseinheit enthalt. 

Expressionsplasmid nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB es 
jenes von Fig. 2 ist, 

Vakzine mit inaktivierten Zellen, wobei an ein Zell-Oberflachenprotein ein 
Oder mehrere Bindungsreagentien nach Anspruch 1 gebunden sind. 

Vakzine nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, daS die Zellen Tumor- 
zellen sind. 

Vakzine nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Tumorzellen 
aus durch Operation entfernten Tumoren stammen, 

Vakzine nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Tumorzellen 
aus einer etablierten.Zellinie stammen. 
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25. Vakzine nach einem der Anspruche 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Zell-Oberflachenprotein ein Antikorper ist. 

26. Vakzine nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dalS der Antikorper 
5 gegen das Hapten 2-phenyloxazol-5-on gerichtet ist. 

27. Vakzine nach einem der Anspruche 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zellen Virus-modifiziert sind. 

10 28. Vakzine nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB das Virus ein 
Newcastle Disease Virus ist. 

29. Vakzine nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB das Zell-Ober- 
flachenprotein das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekul ist. 

15 



20 



25 



30 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[beim Internationalen Buro am 7. August 1995 (07.08.95) eingegangen, ursprungl icher 
Anspruch 1 geandert; ursprungl iche Anspruche 2 und 3 unverand'ert; ursprungl iche 
Anspriiche 4-6 gestrichen; urspriingliche Anspruche 7-29 in neue Anspruche 4-25 

umnumeriert (3 Seiten)] 

1 . Bindungsreagens, dadurch gekennzeichnet, daB es eine erste Bindungskom- 

ponente fCir das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekuldes Newcastle Disea- 
se Virus Oder fur einen Antikorper, der gegen das Hapten- 2-phenyloxa2ol-5- 
on gerichtet ist, und eine zweite Bindungskomponente fur ein kostimulato- 
risch wirkendes Molekul einer Effektorzelie aufweist. 

2. Bindungsreagens nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die erste 
Bindungskomponente ein Antikorper oder ein eine Bindungsdomane auf- 
weisender Teil davon ist. 

3. Bindungsreagens nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS der Tell 
des Antikorpers ein Fab'-, (Fab')^-, F^- oder (FJj-Fragment ist. 

4. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die zweite Bindungskomponente ein Antikorper oder ein eine Bin- 
dungsdomane aufweisender Teil davon ist. 

5. Bindungsreagens nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil 
des Antikorpers ein Fab'-, (Fab')^-, F^- oder (FJ2*Fragment ist. 

6. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die zweite Bindungskomponente ein B7 Protein oder ein Teil davon 
ist. 

7. Bindungsreagens nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil 
von B7 nicht die Membran-gebundene Domane umfaBt. 

8. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Effektorzelie eine T-Zelle ist. 

9. Bindungsreagens nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daS das kosti- 
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mulatorisch wirkende Molekul ein CD2-, CD3-, GDI 9-, CD20-, CD22-, 
CD26-, CD28-, oder CTLA-4-Re2eptor Oder HSA ist. 

10. Bindungsreagens nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Bindungskomponenten uber einen Komplex miteinander ver- 
bunden sind. 

11. Bindungsreagens nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Konnplex aus Streptavidin lAvidin) und Biotin besteht. 

12. Bindungsreagens nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Komplex aus S-Protein und S-Peptid besteht. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Bindungsreagens nach Anspruch 1, um- 
fassend die folgenden Schritte: 

(a) Insertion einer eine erste Bindungskomponente codierenden DNA in 
einen Expressionsvektor, Expression der DNA, Isolierung des Expres- 
sionsprodukts und seine Reinigung, 

(b) Insertion einer eine zweite Bindungskomponente codierenden DNA in 
einen Expressionsvektor, Expression der DNA, Isolierung des Expres- 
sionsprodukts und seine Reinigung, und 

(c) Kopplung des Expressionsprodukts von (a) mit jenem von (b) in iibli- 
cher Weise 

14. Expressionsplasmid, dadurch gekennzeichnet, daB es eine eine erste Bin- 
dungskomponente des Bindungsreagens nach Anspruch 1 codierende DNA 
in einer Expressionseinheit enthalt. 

15. Express! nsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
jenes von Fig. 1 ist. 
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16. Expressionsplasmid, dadurch gekennzeichnet, da& es eine ine zweite 
Bindungsk mponente des Bindungsreagens nach Anspruch 1 codierende 
DNA in einer Expressionseinheit enthalt. 

17. Expressionsplasmid nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB es 
jenes von Fig. 2 ist. 

18. Vakzine mit inaktivierten Zellen, wobei an ein Zeli-Oberflachenprotein ein 
Oder mehrere Bindungsreagentien nach Anspruch 1 gebunden sind. 

1 9. Vakzine nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen Tumor- 
zellen sind. 

20. Vakzine nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Tumorzellen 
aus durch Operation entfernten Tumoren stammen. 

21 . Vakzine nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Tumorzellen 
aus einer etablierten Zellinie stammen. 

22. Vakzine nach einem der Anspruche 1 8 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, daB 
das Zell-Oberflachenprotein ein Antikorper ist. 

23. Vakzine nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daS der Antikorper 
gegen Hapten 2-phenyloxazol-5-on gerichtet ist. 

24. Vakzine nach einem der Anspruche 1 8 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zellen Virus-modifiziert sind. 

25. Vakzine nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB das Virus ein 
Newcastle Disease Virus ist. 

26. Vakzine nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB das Z Il-Ober- 
flachenprotein das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekul ist. 
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IN ARTIKEL 19 GENANNTE ERKLARUNG 

Als Stand der Technik werden die folgenden Druckschriften genannt: 

Dl: Critical Reviews in Immunology, Bd. 12, Nr. 3,4, 1992, Setten 101-124 

D2: Onkologie, Bd. 16, Nr. 5, 1993, Selten 290-296 

D3: Cancer Research, Bd. 53, Nr. 18, 1993, Se'rten 4310-4314 

D4: Blood, Bd. 82, Nr. 6, 1993, Setten 1803-1812 

D5: Intemational Journal of Cancer, Bd. 50, Nr. 5, 1992, Seiten 800-804 

D6: European Journal of Immunology, Bd. 23, Nr. 10, 1993, Seiten 2592-2596 

D7:EP-A-0 610 046 

Gegenuber dem im Recherchenbericht genannten Stand der Technik sind die 
Gegenstande der vorliegenden Anmeldung neu und erfinderlsch. 

In keiner der Entgegenhaltungen D1-D8 ist ein Bindungsreagenz, das eine erste 
Bindungskomponentefur das Hamaglutinin-Neuraminidase-Molekuldes Newcastle 
Disease Virus oder fur einen Antikorper, der gegen das Hapten 2-phenyloxa2ol-5- 
on gerichtet ist, und eine zweite Bindungskomponente fur ein kostimulatorisch 
wirkendes Molekul einer Effektorzelle aufweist, gezeigt bzw. nahegelegt. 
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